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RESUMO 
 
A utilização de enzimas como agentes de modificação de propriedades funcionais de proteínas 
tem se difundido bastante na indústria de alimentos. As proteases são as principais enzimas 
usadas para este fim, devido às suas aplicações comerciais e às inúmeras vantagens que 
apresentam em relação aos demais agentes utilizados para este fim. Nesse contexto, este 
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do pH e da temperatura na atividade de protease 
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de Aspergillus oryzae NRRL 1911. O meio de cultivo utilizado foi a torta de canola umidificada 
com a adição de 40 mL de água para 100 g de torta. Foram transferidos 40 g do meio para 
Erlenmeyer de 500 mL e autoclavados a 121°C por 15 minutos. Os meios foram inoculados 
com suspensão de esporos de 1x107 esporos/mL e incubados em estufa a 30 °C durante 72 
horas. O estudo do efeito do pH na máxima atividade de protease foi avaliado variando de 5,0 
a 10 o pH da solução padrão de azocaseína, o efeito da temperatura foi avaliado variando a 
temperatura de incubação da enzima com o substrato entre 30 e 80°C. As condições que 
apresentaram máxima atividade proteolítica foram pH 7 e temperatura de 55° C. 
 
Palavras-chave: Fermentação semi-sólida. Enzima. Subprodutos agroindustriais. Atividade 
proteolítica. pH. Temperatura. 
 
 
ABSTRACT 
 
The use of enzymes as agents for modifying functional properties of proteins has become 
widespread in the food industry. Proteases are the main enzymes used for this purpose, due to 
their commercial applications and the numerous advantages they have over other agents used 
for this purpose. In this context, this study aimed to evaluate the effect of pH and temperature 
on the protease activity of Aspergillus oryzae NRRL 1911. The culture medium used canola 
cake was the humidified with the addition of 40 mL of water to 100 g of cake. 40 g of the 
medium was transferred to 500 ml Erlenmeyer and autoclaved at 121 ° C for 15 minutes. The 
media was inoculated with 1x107 spore suspension/mL and incubated at 30 °C for 72 hours. 
The study of the effect of pH on the maximum protease activity was evaluated by varying 
from 5.0 to 10 the pH of the standard azocasein solution, the temperature effect was evaluated 
by varying the incubation temperature of the enzyme with the substrate between 30 and 80 °C. 
The conditions that presented maximum proteolytic activity were pH 7 and temperature 55 
°C. 
 
Keywords: Semi-solid fermentation. Enzyme. Agro-industrial by-products. Proteolytic 
activity. pH. Temperature. 
 
 
1 INTRODUÇÃO 
A economia brasileira, uma das economias de base agrícola mais importantes no 
mundo, como a produção de café, cana de açúcar, soja, mandioca, frutas, etc. Contudo, a 
grande produção é responsável pela geração de quantidades elevadas de resíduos que podem 
causar graves problemas ambientais (SOCCOL, 2003). 
Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes quantidades de resíduos, 
tanto líquidos como sólidos. Esses resíduos, comprovadamente, podem apresentar elevados 
problemas de disposição final e potencial poluente, além de representarem, muitas vezes, 
perdas de biomassa e de nutrientes de alto valor. Atualmente, conceitos de minimização, 
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recuperação, aproveitamento de subprodutos e bioconversão de resíduos são cada vez mais 
difundidos e necessários para as cadeias agroindustriais (ROCHA, 2010). 
A crescente geração de resíduos nas atividades agroindustriais no país e no mundo 
levou à preocupação acerca de métodos que podem ser criados para o aproveitamento desses 
resíduos de forma a diminuir o impacto ambiental causado pelas atividades industriais. Os 
processos biotecnológicos vêm se destacando no cenário mundial, exibindo características 
econômicas e operacionais que conferem vantagens em relação aos processos químicos 
convencionais. O uso desses processos possibilita a produção de um grande número de 
metabólitos de interesse industrial, como as enzimas, as quais podem ser obtidas a partir do 
reaproveitamento de recursos naturais e de resíduos da agroindústria, que podem ser 
encontrados em abundância no Brasil, contribuindo também para a redução de problemas 
ambientais (MACIEL, 2006).  
A fermentação semi-sólida desempenha um papel de destaque no aproveitamento de 
resíduos sólidos, pois em virtude do crescimento microbiano, há síntese de diversos compostos 
e é um bioprocesso que oferece a possibilidade de se utilizar os mais diversos tipos de resíduos, 
os quais podem ser favoráveis ao crescimento de micro-organismos pela similaridade com 
ambientes naturais, contribuindo, também para a economia do processo. Além disso, a 
produtividade é geralmente maior quando comparado com outros processos (ROCHA, 2010). 
Os substratos para fermentação semi-sóida são, em geral, resíduos ou subprodutos da 
agroindústria como tortas ou farelos, cascas, bagaços e outros materiais considerados viáveis 
para a bioconversão. São resíduos produzidos em grandes quantidades e, muitas vezes, 
tornam-se um problema ambiental quando descartados de maneira inadequada (PANDEY, 
2003). 
Dentre os principais produtos da fermentação semi-sólida estão as enzimas, que são 
produzidas comercialmente principalmente a partir de microrganismos, devido à diversidade 
dos mesmos, facilidade e controle operacional e maior rendimento em relação aos processos 
extrativos de tecidos animais e vegetais. As enzimas são aplicadas em diversos setores como 
indústrias de alimentos, papel, têxtil, animal e farmacêutica, com um mercado em crescente 
expansão. As vantagens do uso de enzimas estão relacionadas ao alto grau de especificidade 
das reações, o que contribui com a eficiência do processo, e ao fato de serem produtos naturais 
biológicos podendo ter sua atividade regulada e ainda atuarem em concentrações baixas sob 
condições brandas de pH e temperatura. Os fungos filamentosos destacam-se na produção 
enzimática, pois são mais adaptáveis a ao processo semi-sólido, além de crescerem com pouca 
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água e muitos sólidos presentes, além de sua forma de crescimento, por meio de hifas, 
favorecer a colonização do meio (MACIEL,2006). 
As proteases fazem parte da classe de enzimas com importantes papéis em processos 
fisiológicos. Além disto, elas possuem aplicação comercial, estando entre os três maiores 
grupos de enzimas industriais, sendo responsáveis por 60% da venda internacional de enzimas. 
De maneira geral, as proteases de origem microbiana são preferidas em relação a outras fontes 
de proteases devido ao seu rápido crescimento, ao pequeno espaço requerido para seu cultivo 
e à grande variedade de atividades catalíticas que dispõem. Estas representam 2/3 do total 
comercializado desta classe de enzimas (RAO et al., 1998). 
A ampla utilidade comercial e industrial das enzimas, em especial as proteases, torna 
necessária a otimização da sua produção e condições de armazenagem para garantir a 
estabilidade da atividade enzimática (GIONGO, 2006). A determinação da faixa ótima de pH 
e temperatura das enzimas, que são informações das quais a atividade enzimática depende para 
melhor desempenho na reação, é relevante para aplicação das enzimas nos diversos processos 
industriais. 
Este projeto buscou avaliar o efeito do pH e da temperatura na atividade de proteases 
produzidas pela linhagem do fungo Aspergillus oryzae NRRL 1911 através de fermentação 
semi-sólida, utilizando torta de canola como substrato. 
 
2 METODOLOGIA 
2.1 MATÉRIA-PRIMA 
A torta de canola, subproduto do processo de extração do óleo de canola, foi cedida 
gentilmente pela empresa Celena Alimentos localizada em Eldorado do Sul no Rio Grande do 
Sul. 
 
2.2 MEIOS DE FERMENTAÇÃO 
O substrato utilizado para a fermentação foi escolhido de acordo com os resultados 
obtidos por Andrade (2013). O meio foi composto pela torta de canola e água destilada na 
proporção de 100:40 (torta:água; m/v). Esta proporção foi realizada de acordo com estudos 
realizados por Freitas (2009). 
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2.3 MICRO-ORGANISMO 
A linhagem do fungo filamentoso do gênero Aspergillus oryzae NRRL 1911 foi 
utilizada como agente de fermentação. A escolha da linhagem foi feita de acordo com estudos 
realizados por Andrade (2013), o critério para a escolha foi a máxima produção de protease 
ao longo do processo fermentativo. 
 
2.4 MANUTENÇÃO E ATIVAÇÃO DA CULTURA 
Os esporos do fungo, armazenados em solo estéril e estocados a -18°C, foram 
ativados em três etapas (Figura 1). 
Na primeira etapa para reativação dos esporos, realizou-se a transferência da 
linhagem de A. Oryzae NRRL 1911 para ágar dextrose batata inclinado, previamente 
esterilizado a 121ºC por 15 minutos. Depois de inoculado, foi incubado a 30 ºC por 7 dias em 
estufa.  
A segunda etapa consistiu na transferência dos esporos do ágar da primeira etapa para 
novo ágar batata dextrose inclinado com mesma composição, depois de inoculados foram 
incubados a 30 ºC por 7 dias em estufa. 
A última etapa de ativação visou à produção dos esporos utilizados na inoculação do 
meio de fermentação. Preparou-se um meio constituído de 10 g de farelo de trigo e 4 mL de 
uma solução 1,7% (m/v) NaHPO4 e 2,0% (m/v) de(NH4)2SO4. O meio foi esterilizado a 1 atm 
a 121 ºC por 15 minutos. 
Em seguida os esporos foram suspensos mediante a adição de 20 mL de água estéril 
nos tubos de ensaio. O volume de 1mL da suspenção de esporos foi utilizado como inoculo no 
meio com farelo de trigo em Erlenmeyers de 125 mL. O meio inoculado foi incubado a 30 ºC 
por 7 dias em estufa como mostra a Figura 1. Após a esporulação em farelo de trigo, o inoculo 
foi conservado a 4 ºC, para ser utilizado nas fermentações. O esquema abaixo representa as 
três etapas de ativação dos fungos. 
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Figura 1 – esquema de ativação da linhagem de fungos 
Fonte: ANDRADE (2013) 
 
2.5 PRODUÇÃO DO INÓCULO 
A cada frasco de meio de farelo de trigo foram adicionados 40 mL de água estéril. 
Com o auxílio de um bastão de vidro foi realizada a agitação manual dos frascos para promover 
a liberação dos esporos. Em seguida, a suspensão foi filtrada com gaze estéril e transferida 
para recipiente também estéril. 
A concentração de esporos na suspensão obtida foi estimada pela contagem em 
microscópio usando Câmara de Neubauer após a devida diluição da suspensão obtida. O 
volume de inoculo para fermentação foi calculado visando uma concentração final de 107 
esporos por grama de meio. 
 
2.6  FERMENTAÇÃO SEMI-SÓLIDA EM ERLENMEYER 
A massa de substrato foi colocada em um béquer de polipropileno, adicionando-
se lentamente água destilada nas proporções citadas no item 2.2. Posteriormente, foram 
transferidos 40 g do meio umidificado para Erlenmeyers de 500 mL, diâmetro interno de boca 
de 50 mm, e levado à autoclave a 121 °C por 15 minutos. Os meios foram incubados com o 
volume de 1 ml da suspensão de esporos incubados a 30 °C por 72 h (Figura 2). O tempo de 
fermentação foi determinado de acordo com os resultados obtidos por Andrade (2013). 
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Figura 2 – Fermentação dos meios em estufa 
Fonte: Próprio Autor 
 
 
2.7 OBTENÇÃO DO EXTRATO ENZIMÁTICO 
A enzima foi extraída do meio fermentado pela adição 100 mL de água destilada e 
homogeneização manual. Logo após a homogeneização os Erlenmeyers foram novamente 
incubados em estufa a 30 ºC por um período de 1 hora. Em seguida foi realizada uma filtração 
utilizando papel de filtro qualitativo e utilizado na determinação da atividade enzimática. A 
Figura 3 apresenta um esquema ilustrativo da extração enzimática. 
 
 
Figura 3 – Esquema de obtenção do extrato enzimático 
Fonte: Adaptado de Andrade (2013). 
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2.8 DETERMINAÇÃO DE UMIDADE  
A umidade da torta de canola foi determinada utilizando a balança de determinação 
de umidade por infravermelho RADWAG MAC (2010). A umidade foi determinada antes da 
etapa de esterilização, que corresponde ao tempo zero de fermentação e após o término da 
fermentação. 
 
2.9 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE ÁGUA (AW) DO SUBSTRATO 
A atividade de água foi determinada através do medidor digital de aw utilizando o 
equipamento AQUALAB CX-2, com sensibilidade de 0,001 à temperatura de (25°C ± 2 °C). 
A aw foi determinada antes da etapa de esterilização, que corresponde ao tempo zero de 
fermentação e após o término da fermentação. 
 
2.10 ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE PROTEASE 
A determinação da atividade enzimática foi feita conforme Charney e Tomarelli 
(1947), variando o pH do tampão diluente do substrato padrão (azocaseína) e a temperatura de 
incubação da enzima. Todos os experimentos foram feitos em duplicata. 
 
2.11 ATIVIDADE ENZIMÁTICA PARA DIFERENTES TEMPERATURAS 
A mistura de reação constituiu de 1mL de solução 0,5% (m/v) de azocaseína em 
tampão acetato 50 mM e pH 5,0 e 1 mL do extrato enzimático diluído em água destilada na 
proporção de 1:50.  
Inicialmente, levou-se a solução de azocaseína e tampão acetato ao banho Maria, 
ajustado na temperatura reacional desejada, por 10 minutos (exceto para temperaturas a partir 
de 70°C, onde se deixou por 5 minutos), adicionando, após isso, 1 mL do extrato enzimático 
diluído, deixando mistura reacional incubada por 40 minutos. Após esse tempo, adicionou-se 
1 mL de solução de ácido tricloroacético 10% (m/v), objetivando a precipitação do substrato 
não digerido pelas enzimas proteolíticas. Em seguida, as amostras foram submetidas a 
centrifugação a 3000 rpm por 15 minutos, transferindo, em seguida, 2 mL do sobrenadante 
contendo aminoácidos e oligopeptídeos de baixo peso molecular para um tubo de ensaio. 
Adicionou-se 2 mL de hidróxido de Potássio (KOH) 5N, formando um composto com cor 
característica que foi quantificado por espectrofotômetro com comprimento de onda de 428 
nm, contra um branco enzimático preparado em condições idênticas. A Figura 4 representa as 
etapas para determinação de atividade de protease em diferentes temperaturas de incubação. 
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As reações foram realizadas nas temperaturas de 30 a 80 °C, com variação de 5°C, e 
para as temperaturas ambiente e de ebulição (37 e 100 °C, respectivamente), totalizando 13 
experimentos, todos em duplicata. 
 
 
Figura 4 – Procedimento para determinação da atividade enzimática de protease 
Fonte: Adaptado de Andrade (2013) 
 
2.12 ATIVIDADE ENZIMÁTICA PARA DIFERENTES PH 
Para determinação da atividade enzimática em diferentes pH, seguiu-se as mesmas 
etapas descritas no item 2.11, diferenciando apenas no preparo do substrato padrão (solução 
de azocaseína) e na temperatura reacional, que foi 37 °C para todas as amostras conforme 
Charney e Tomarelli (1947). 
Os experimentos foram realizados para o pH variando de 5 a 10, com intervalo de 1 
unidade, totalizando seis experimentos. A avaliação do efeito do pH foi feita através da 
variação do tampão diluente da azocaseína. Para pH de 5, 6 e 7 utilizou-se o tampão acetato 
100 mM e para os pH de 8, 9 e 10 utilizou-se o tampão borato 100 mM. A figura 5 mostra as 
soluções de azocaseína 0,5% (m/v) nos diferentes tampões. 
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Figura 5 – Soluções de azocaseína preparada utilizando diferentes soluções tampão 
Fonte: Próprio Autor 
 
Uma unidade de atividade proteolítica (U) foi definida como a quantidade de enzima 
que produz uma diferença de 0,01 na absorbância entre o branco e a amostra, por minuto, nas 
condições de reação estabelecidas. A atividade enzimática foi expressa através da diferença 
de absorbância entre as amostras enzimáticas analisadas com seus respectivos brancos: 
𝐴 =
((𝑀é𝑑𝑖𝑎𝑎𝑏𝑠 − 𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜𝑒𝑛𝑧) ∙ 𝐷𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜)/𝑈𝑡
𝑡
 
Onde: 
A = atividade enzimática em U/g de se substrato; 
Médiaabs = média das absorbâncias; 
Brancoenz = branco enzimático; 
Diluição = diluição do extrato enzimático; 
Ut = 0,01 unidade de absorbância; 
t = tempo da reação em minutos. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
3.1 UMIDADE E ATIVIDADE DE ÁGUA (AW) DO SUBSTRATO 
A umidade do meio de fermentação encontrada antes do processo de esterilização foi 
de 32,39 %. Freitas (2009) e colaboradores obtiveram uma umidade de 38,07% para torta de 
canola, enquanto Andrade (2013) encontrou uma umidade de 34,43%. Esta diferença é em 
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decorrência da própria umidade do farelo, pois as condições de armazenamento podem fazer 
com que o mesmo absorva ou perca água para o ambiente. Ao final da fermentação, o resultado 
obtido para umidade foi de 37,73%. 
A atividade de água obtida, antes da esterilização do meio, foi de 0,96. O valor obtido 
por Freitas (2009) e colaboradores foi de 0,96, ou seja, há coerência entre os valores obtidos. 
Ao final do processo fermentativo obteve-se um valor de aw de 0,94. Observa-se uma 
pequena redução, que é devido ao ressecamento do meio durante a fermentação. Buscou-se 
reduzir esse ressecamento, que provoca a diminuição da aw e da umidade, colocando um 
recipiente com água na estufa de incubação para manutenção da umidade do ar, minimizando 
a perda de água do meio para o ambiente. 
 
3.2 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE PROTEASE EM DIFERENTES 
TEMPERATURAS 
Em todas as temperaturas estudadas (30, 35, 40,45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80 e 100 
°C) houve atividade de proteases. A atividade de proteases é crescente até a temperatura de 55 
°C, e a partir de 60 °C, é decrescente. A atividade de proteases é crescente até um determinado 
pico, onde, a partir deste, decresce devido a desnaturação proteica resultante do excesso de 
temperatura (GIONGO, 2006).  O pico da atividade foi observado quando utilizou-se a 
temperatura de 55 °C, onde se atinge o máximo de atividade proteolítica, e a partir da 
temperatura de 60 °C a enzima começa a desnaturar, diminuindo a atividade. 
Observa-se que a máxima atividade de protease encontrada foi de 232,42 U.g-1, para 
a temperatura de 55 °C. Podemos observar graficamente (Figura 6) que a atividade na 
temperatura de 50 °C se aproxima da atividade na temperatura de 55 °C, porém, o desvio 
padrão é bem maior. Sugere-se então, que a temperatura ótima da enzima estudada é em torno 
de 55 °C. 
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Figura 6 – Atividade de protease em função da Temperatura 
 
Os resultados obtidos por Andrade (2013) mostram uma atividade de proteases 
produzidas pela linhagem de A. oryzae NRRL 1911 de 135 U.g-1 em 72 horas de fermentação 
na temperatura de 37 °C. Avaliando nas mesmas condições, este trabalho obteve uma atividade 
de 134 U.g-1, mostrando a coerência entre os resultados obtidos. 
 
3.3 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE PROTEASE EM DIFERENTES PHS 
As alternâncias de pH podem mudar a conformação da enzima, sua capacidade de 
união com o substrato e a atividade catalítica dos grupos que formam o sítio ativo (GINGO, 
2006). Ou seja, valores de pH abaixo ou acima do ótimo levam a uma baixa atividade de 
protease. Observa-se (Figura 7) que a atividade de protease cresce rapidamente desde o 
mínimo (pH = 5) até um pico (pH = 7). A partir do pH 7, a atividade proteolítica decresce, 
resultante da sensibilidade da enzima à variação da concentração de H+ do meio. Esta 
sensibilidade pode ser observada claramente no gráfico. 
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Figura 7 – Atividade de protease em função do pH 
 
Para o pH 5, a atividade de protease encontrada foi a mais baixa, em comparação aos 
demais pH, sendo ela de 152,5 U.g-1. O ponto de máxima atividade proteolítica foi para o pH 
7 no valor de 234,06 U.g-1, e a partir do pH 8 ela decresce. Assim, sugere-se que o pH ótimo 
de atuação da enzima estudada está em torno de 7. 
No pH 8 a atividade proteolítica se mantém 96% e no pH 6 se mantém 92% da 
atividade máxima. Isto é, apesar de apresentar uma atividade ótima para o pH 7, há uma certa 
estabilidade na faixa de 6 a 8. Proteases microbianas com atividade ótima em valores de pH 
entre 7 e 8 tem sido comumente apresentadas: pH 7,5 para Streptomyces albidoflavus e 8 para 
Yyersinia ruckeri (GIONGO, 2006). Silva et al. (2009) obtiveram uma faixa ótima de pH de 
6 a 7,5 para proteases produzidas por Gliocladium verticilloides. SANTOS (2004) caracterizou 
protease produzida por Cellulosimicrobium cellulans 191, encontrando atividade proteolítica 
ótima em temperaturas entre 50-64 ºC, e em pH entre 7,0-8,0. 
 
4 CONCLUSÃO 
Os resultados obtidos demonstram também a produção de um extrato enzimático com 
atividade proteolítica que tem potencial de aplicação em diferentes processos, uma vez que 
houve elevada atividade enzimática em diferentes valores de pH e temperatura. As condições 
ótimas de atividade proteolítica para a enzima produzida pela linhagem de A. oryzae NRRL 
1911 foram pH 7 e temperatura de 55 °C. 
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